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y  MMf,UU!)Cne  rusionsproteine,  mre  Herstellung  und  Verwendung  sowie  Mittel  zur  Durchführung  des  Verfahrens. 
p  Ein  «offener  Leseraster»  aus  der  DNA,  die  für  Interleu- in-2  (IL-2)  codiert,  eignet  sich  zur  Herstellung  von  Fusions- 
roteinen.  Hierfür  genügt  eine  Teilsequenz  der  DNA,  die twa  den  ersten  100  Aminosäuren  des  IL-2  entspricht.  Das 
len  für  das  gewünschte  Protein  kann  vor  oder  nach  den ffenen  Leseraster  gesetzt  werden.  Man  erhält  schwer-  bis 
nlösliche  Fusionsproteine,  die  leicht  von  den  löslichen 
rirtseigenen  Proteinen  abgetrennt  werden  können. 
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E u k a r y o t i s c h e   F u s i o n s p r o t e i n e ,   i h r e   H e r s t e l l u n g   und  V e r -  
w e n d u n g   s o w i e   M i t t e l   zu r   D u r c h f ü h r u n g   des   V e r f a h r e n s  

Die   E r f i n d u n g   b e z i e h t   s i c h   a u f   e i n e n   " o f f e n e n   L e s e r a s t e r »  
5  a u s   e i n e r   DNA,  d i e   f ü r   I n t e r l e u k i n - 2   c o d i e r t ,   und  d i e  

V e r w e n d u n g   d i e s e r   DNA  a l s   E x p r e s s i o n s h i l f e   z u r   E x p r e s s i o n  
von  P e p t i d e n   bzw.  P r o t e i n e n .  

Bei   d e r   g e n t e c h n i s c h e n ' H e r s t e l l u n g   e u k a r y ö t i s c h e r   P r o t e i n e   
'  ' 

0  w i r d   in   B a k t e r i e n   h ä u f i g   nu r   e i n e   " g e r i n g e   " A u s b e u t e   b e ? S ä l -  
t e n ,   i n s b e s o n d e r e   b e i   k l e i n e n   P r o t e i n e n   mi t   e i n e m   M o l g e -  
w i c h t   b i s   zu  e t w a   15  000  D a l t o n ,   d e r e n   S t r u k t u r e n   D i s u l -  
f i d b r ü c k e n   e n t h a l t e n .   Man  n immt  an ,   daß  d i e   g e b i l d e t e n  
P r o t e i n e   d u r c h   w i r t s e i g e n e   P r o t e a s e n   r a s c h   a b g e b a u t   w e r d e n .  

5  Man  k o n s t r u i e r t   d e s h a l b   z w e c k m ä ß i g   G e n s t r u k t u r e n ,   d i e   f ü r  
P u s i o n s p r o t e i n e   c o d i e r e n ,   w o b e i   d e r   u n e r w ü n s c h t e   A n t e i l  
des   F u s i o n s p r o t e i n s   e i n   w i r t s e i g e n e s   P r o t e i n   i s t ,   das   n a c h  
d e r   I s o l a t i o n   de r   P r i m ä r p r o d u k t e s   n a c h   an  s i c h   b e k a n n t e n  
M e t h o d e n   a b g e s p a l t e n   w i r d .  

0  

Es  w u r d e   nun  ü b e r r a s c h e n d e r w e i s e   g e f u n d e n ,   daß  e i n   N -  
t e r m i n a l e r   A n t e i l   von  I n t e r l e u k i n - 2 ,   de r   im  w e s e n t l i c h e n  
den   e r s t e n   100  A m i n o s ä u r e n   e n t s p r i c h t ,   b e s o n d e r s   g u t   z u r  
H e r s t e l l u n g   von  F u s i o n s p r o t e i n e n   g e e i g n e t   i s t .   Man  e r h ä l t  

5  a l s o .   a l s   P r i m ä r p r o d u k t   e i n   F u s i o n s p r o t e i n ,   das   v ö l l i g   o d e r  
zum  g a n z   ü b e r w i e g e n d e n   T e i l   aus '   e u k a r y o t i s c h e n   P r o t e i n s e -  
q u e n z e n   b e s t e h t .   Ü b e r r a s c h e n d e r w e i s e   w i r d   d i e s e s   P r o t e i n  
o f f e n b a r   in   dem  b e t r e f f e n d e n   W i r t s o r g a n i s m u s   n i c h t   a l s  
F r e m d p r o t e i n   e r k a n n t   und  n i c h t   s o f o r t   w i e d e r   a b g e b a u t .   E i n  

)  w e i t e r e r   V o r t e i l   i s t ,   daß  d i e   e r f i n d   u n g s g e m ä ß e h   F u s i o n -  
s p r o t e i n e   s c h w e r   l ö s l i c h   b i s   u n l ö s l i c h   s i n d   und  s i c h   s o m i t  
e i n f a c h ,   z w e c k m ä ß i g   d u r c h   Z e n t r i f u g a t i o n ,   von  den  l ö s l i -  
c h e n   P r o t e i n e n   a b t r e n n e n   l a s s e n .  

:  Da  es  e r f i n d u n g s g e m ä ß   h i n s i c h t l i c h   de r   F u n k t i o n   a l s   " B a l -  
l a s t - A n t e i l "   des  F u s i o n s p r o t e i n s   n i c h t   d a r a u f   a n k o m m t ,   d a ß  



-.  2  -  

d e r   I n t e r l e u k i n - 2 - A n t e i l   e i n   b i o l o g i s c h   a k t i v e s   M o l e k ü l  

d a r s t e l l t ,   kommt  es  i n s o f e r n   a u c h   n i c h t   a u f   d i e   e x a k t e  

S t r u k t u r   des   I n t e r l e u k i n - 2 - A n t e i l s   an .   Es  g e n ü g t   h i e r f ü r ,  

daß  im  w e s e n t l i c h e n   d i e   e r s t e n   100  N - t e r m i n a l e n   A m i n o s ä u -  

5  r e n   v o r l i e g e n .   Es  i s t   a l s o   b e i s p i e l s w e i s e   m ö g l i c h ,   am  N -  

T e r m i n u s   V a r i a t i o n e n   v o r z u n e h m e n ,   d i e   e i n e   S p a l t u n g   d e s  

E u s i o n s p r o t e i n s   e r l a u b e n ,   f a l l s   das   e r w ü n s c h t e   P r o t e i n   N -  

t e r m i n a l   d a z u   a n g e o r d n e t   i s t .   U m g e k e h r t   k a n n   man  C - t e r m i -  

n a l   V a r i a t i o n e n   v o r n e h m e n ,   um  d i e   A b s p a l t u n g   des   g e w ü n s c h -  

0  t e n   P r o t e i n s   zu  e r m ö g l i c h e n   ode r ,   zu  e r l e i c h t e r n ,   f a l l s  

d i e s e s   im  F u s i o n s p r o t e i n   -  wie  ü b l i c h   -  C - t e r m i n a l . g e b u n -   , 
den   i s t .   *  

Die   f ü r   H u m a n - I n t e r l e u k i n - 2 ,   im  f o l g e n d e n   " I L - 2 " ,   c o d i e -  

5  r e n d e   n a t ü r l i c h e   D N A - S e q u e n z   i s t   aus   der   e u r o p ä i s c h e n  

P a t e n t a n m e l d u n g   mi t   de r   V e r ö f f e n t l i c h u n g s n u m m e r  

E P - A 1 - 0   091  539  b e k a n n t .   Die  d o r t   a u f g e f ü h r t e   L i t e r a t u r  

b e z i e h t   s i c h   a u c h   a u f   M ä u s e -   und  R a t t e n - I L - 2 .   D i e s e   S ä u -  

g e r - D N A   k a n n   zu r   S y n t h e s e   de r   e r f i n d u n g s g e m ä ß e n   P r o t e i n e  

10  h e r a n g e z o g e n   w e r d e n .   Z w e c k m ä ß i g e r   g e h t   man  J e d o c h   von  e i -  

n e r   s y n t h e t i s c h e n   DNA  a u s ,   b e s o n d e r s   v o r t e i l h a f t   von  d e r  

DNA  f  ü r   .  H u m a n - I L - 2   ,  d i e   in   d e r   ( n i c h t   v o r v e r ö f f e n t l i c h t e n )  

d e u t s c h e n   O f f e n l e g u n g s s c h r i f t   34  19  995  ( e n t s p r e c h e n d   d e r  

u n t e r   d e r   Nummer  0  163  249  v e r ö f f e n t l i c h t e n   e u r o p ä i -  

25  s e h e n   P a t e n t a n m e l d u n g )   v o r g e s c h l a g e n   w u r d e .   D i e s e   s y n t h e -  

t i s c h e   D N A - S e q u e n z   i s t   im  A n h a n g   w i e d e r g e g e b e n   ( D N A - S e -  

q u e n z   I ) .   D i e s e   s y n t h e t i s c h e   DNA  h a t   n i c h t   n u r   den  V o r z u g ,  

daß  s i e   in   de r   C o d o n - W a h l   a u f   d i e   G e g e b e n h e i t e n   des   am 

h ä u f i g s t e n   v e r w e n d e t e n   W i r t s ,   E.  c o l i ,   a b g e s t i m m t   i s t ,  

30  s o n d e r n   s i e   e n t h ä l t   a u c h   e i n e   R e i h e   von  S c h n i t t s t e l l e n   f ü r  

R e s t r i k t i o n s e n d o n u c l e a s e n ,   von  d e n e n   er  f i n d u n g s   gemäß  G e -  

b r a u c h   g e m a c h t   w e r d e n   k a n n .   In  de r   f o l g e n d e n   T a b e l l e   1  i s t  

e i n e   A u s w a h l   d e r   g e e i g n e t e n   S c h n i t t s t e l l e n   am  A n f a n g   b z w .  

i n   d e r   R e g i o n   des   100 .   T r i p l e t t s   w i e d e r g e g e b e n .   H i e r -  

35  d u r c h   i s t   j e d o c h   n i c h t   a u s g e s c h l o s s e n ,   daß  in   dem  d a z w i -  

s c h e n l i e g e n d e n   B e r e i c h   V a r i a t i o n e n   in   der   DNA  v o r g e n o m m e n  

w e r d e n ,   w o b e i   von  den  in  de r   v o r s t e h e n d   g e n a n n t e n   P a t e n t -  

a n m e l d u n g   a u f g e f ü h r t e n   w e i t e r e n   S c h n i t t s t e l l e n   G e b r a u c h  

g e m a c h t   w e r d e n   k a n n .  
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x a p e i i e   i 

K e s t n i c t i o n s e n z y m   E r k e n n u n g s -  

s e q u e n z  

P o s i t i o n   des  e r s t e n  

N u c l e o t i d s   de r   E r -  

k e n n u n g s s e q u e n z  

( c o d i e r e n d e r   S t r a n g )  

5  '  3 '  

Ana  i i ,   ±san  i ,  
Hae  I I ,   Nar  I ,   GGCGCC  8  
Ban  I I ,   Sac  I ,   S s t   I  GAGCTC  291 
Hha  I  GCGC  9 
H i n f   I  GACTC  35  
Pvu  I  CGATCG  3 4 6  
l"aq  I  TCGA  3 8 7  

w i r a   von  aen   w u c i e a s e n   üan  I I ,   Sac  I  o d e r   S s t   I  G e b r a u c h  
g e m a c h t ,   so  e r h ä l t   man  e i n e   I L - 2 - T e i l s e q u e n z ,   d i e   f ü r   e t w a  

10  95  A m i n o s ä u r e n   c o d i e r t .   D i e s e   Länge   i s t   im  a l l g e m e i n e n  
a u s r e i c h e n d ,   um  e i n   u n l ö s l i c h e s   P u s i o n s p r o t e i n   zu  e r h a l -  
t e n .   Wenn  d i e   S c h w e r l ö s l i c h k e i t ,   b e i s p i e l s w e i s e   b e i   e i n e m  
g e w ü n s c h t e n   h y d r o p h i l e n   e u k a r y o t i s c h e n   P r o t e i n ,   noch   n i c h t  
a u s r e i c h t ,   man  a b e r   -  um  so  w e n i g   " B a l l a s t "   wie  m ö g l i c h   z u  

15  p r o d u z i e r e n   -  n i c h t   von  den  n ä h e r   am  C - T e r m i n u s   l i e g e n d e n  
S c h n i t t s t e l l e n   G e b r a u c h   m a c h e n   w i l l ,   so  k a n n   man  d u r c h  
e n t s p r e c h e n d e   A d a p t e r   bzw.   L i n k e r   d i e   D N A - S e q u e n z   am  N -  
u n d / o d e r   C - t e r m i n a l e n   Ende  v e r l ä n g e r n   und  so  den  " B a l l a s t " -  
A n t e i l   " m a ß s c h n e i d e r n "   .  Man  k a n n   n a t ü r l i c h   a u c h   d i e   DNA- 

50  S e q u e n z   -  mehr  o d e r   w e n i g e r   -  b i s   zum  Ende  n u t z e n   und  so  -  
g e g e b e n e n f a l l s   m o d i f i z i e r t e s   -  b i o l o g i s c h   a k t i v e s   I L - 2   a l s  
" N e b e n p r o d u k t "   e r z e u g e n   bzw.   e i n   b i f u n k t i o n e l l e s   P r o t e i n  

e r z e u g e n ,   das   I L - 2   W i r k u n g   z u s ä t z l i c h   zur   W i r k u n g   des   c o -  
d i e r t e n   P r o t e i n s   z e i g t .  

55 

Die  E r f i n d u n g   b e t r i f f t   s o m i t   P u s i o n s p r o t e i n e   de r   a l l g e m e i -  
nen  F o r m e l  
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Met  -  X  -  Y  -  Z  o d e r   Met  -  L  -  l  -  i  

( I a )   ( I b )  

5  i n   d e r   X  im  w e s e n t l i c h e n   d i e   A m i n o s ä u r e f o l g e   der   e t w a   100  . 

e r s t e n   A m i n o s ä u r e n   von  v o r z u g s w e i s e   m e n s c h l i c h e m   I L - 2   b e -  

d e u t e t ,   Y  e i n e   d i r e k t e   B i n d u n g   b e d e u t e t ,   f a l l s   d i e   zum  - g e -  

w ü n s c h t e n   P r o t e i n   b e n a c h b a r t e   A m i n o s ä u r e   o d e r   A m i n o s ä u r e n -  

f o l g e   e i n e   A b s p a l t u n g   des   g e w ü n s c h t e n   P r o t e i n s   e r m ö g l i c h t ,  

10  o d e r   a n d e r n f a l l s   e i n   B r ü c k e n g l i e d   aus   e i n e r   o d e r   m e h r e r e n ,  

g e n e t i s c h   c o d i e r b a r e n   A m i n o s ä u r e n ,   das   d i e   A b s p a l t u n g   e r -  

m ö g l i c h t ,   und  Z  e i n e   S e q u e n z   aus   g e n e t i s c h   c o d i e r b a r e n  

A m i n o s ä u r e n   i s t ,   d i e   f ü r   das   g e w ü n s c h t e   P r o t e i n   c o d i e r t .  

15  Wie  s i c h   aus   den  F o r m e l n   Ia   und  Ib  e r g i b t   -  und  wie  e s  

a u c h   s c h o n   v o r s t e h e n d   e r w ä h n t   w u r d e   -  i s t   es  m ö g l i c h ,   d a s  

g e w ü n s c h t e   P r o t e i n   vor   o d e r   n a c h   dem  I L - 2 -   A n t e i l   zu r   E x -  

p r e s s i o n   zu  b r i n g e n .   Zur  V e r e i n f a c h u n g   w i r d   im  f o l g e n d e n  

im  w e s e n t l i c h e n   d i e   e r s t e   M ö g l i c h k e i t   e r l ä u t e r t ,   d i e   d e r  

20  h e r k ö m m l i c h e n   M e t h o d e   zu r   H e r s t e l l u n g   von  F u s i o n s p r o t e i n e n  

e n t s p r i c h t .   Wenn  a l s o   im  f o l g e n d e n   d i e s e   " k l a s s i s c h e "   V a -  

r i a n t e   b e s c h r i e b e n   w i r d ,   s o l l   d i e   a n d e r e   A l t e r n a t i v e   h i e r -  

d u r c h   n i c h t   a u s g e s c h l o s s e n   w e r d e n .  

25  Die  S p a l t u n g   des   F u s i o n s p r o t e i n s   k a n n   in   an  s i c h   b e k a n n t e r  

W e i s e   c h e m i s c h   o d e r   e n z y m a t i s c h   e r f o l g e n .   Die  Wahl  d e r   g e -  

e i g n e t e n   M e t h o d e   r i c h t e t   s i c h   vor   a l l e m   n a c h   de r   A m i n o -  

s ä u r e s e q u e n z   des   g e w ü n s c h t e n   P r o t e i n s .   Wenn  d i e s e s   b e i -  

s p i e l s w e i s e   k e i n   M e t h i o n i n   e n t h ä l t ,   k a n n   Y  Met  b e d e u t e n ,  

30  w o r a u f   e i n e   c h e m i s c h e   S p a l t u n g   m i t   C h l o r -   o d e r   B r o m c y a n  

e r f o l g t .   S t e h t   im  B i n d e g l i e d   Y  am  C a r b o x y t e r m i n u s   C y s t e i n  

o d e r   s t e h t   Y  f ü r   Cys,   so  k a n n   e i n e   e n z y m a t i s c h e   C y s t e i n -  

s p e z i f i s c h e   S p a l t u n g   o d e r   e i n e   c h e m i s c h e   S p a l t u n g ,   b e i -  

s p i e l s w e i s e   n a c h   s p e z i f i s c h e r   S - C y a n y l i e r u n g ,   f o l g e n .  

35  S t e h t   im  B r ü c k e n g l i e d   Y  am  C a r b o x y t e r m i n u s   T r y p t o p h a n   o d e r  

Y  f ü r   T r p ,   so  k a n n   e i n e   c h e m i s c h e   S p a l t u n g   m i t   I T - B r o m -  

s u c c i n i m i d   e r f o l g e n .  
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r r o x e m e ,   a i e   in   m r e r   A m m o s a u r e s e q u e n z   n i c h t  

Asp  -  P r o  

5  e n t h a l t e n   und  h i n r e i c h e n d   s ä u r e s t a b i l   s e i n ,   k ö n n e n   in  a n  
s i c h   b e k a n n t e r   W e i s e   p r o t e o l y t i s c h   g e s p a l t e n   w e r d e n .   H i e r -  
d u r c h   e r h ä l t   man  P r o t e i n e ,   d i e   N - t e r m i n a l   P r o l i n   bzw.  C -  
t e r m i n a l   A s p a r a g i n s ä u r e   e n t h a l t e n .   Auf  d i e s e   W e i s e   k ö n n e n  
a l s o   a u c h   m o d i f i z i e r t e   P r o t e i n e   s y n t h e t i s i e r t   w e r d e n .  

1 0  

Die  A s p - P r o - B i n d u n g   k a n n   noch   s ä u r e l a b i l e r   g e s t a l t e t  
w e r d e n ,   wenn  d i e s e s   B r ü c k e n g l i e d   ( A s p ) ß - P r o   b z w .  

G l u - ( A s p ) n - P r o   i s t ,   wobe i   n  1  b i s   3  b e d e u t e t .  

15  B e i s p i e l e   f ü r   e n z y m a t i s c h e   S p a l t u n g e n   s i n d   e b e n f a l l s   b e -  
k a n n t ,   w o b e i   a u c h   m o d i f i z i e r t e   Enzyme  mi t   v e r b e s s e r t e r  
S p e z i f i t ä t   e i n g e s e t z t   w e r d e n   k ö n n e n   ( v g l .   C S .   C r a i k   e t  
a l . ,   S c i e n c e   228  ( 1 9 8 5 )   2 9 1 - 2 9 7 ) .   I s t   das  g e w ü n s c h t e   e u k a -  
r y o t i s c h e   P e p t i d   P r o i n s u l i n ,   so  w ä h l t   man  z w e c k m ä ß i g   a l s  

10  S e q u e n z   Y  e i n e   P e p t i d s e q u e n z ,   b e i   de r   e i n e   d u r c h   T r y p s i n  
a b s p a l t b a r e   A m i n o s ä u r e   ( A r g ,   L y s )   an  d i e   N - t e r m i n a l e   A m i -  
n o s ä u r e   ( P h e )   des   P r o i n s u l i n s   g e b u n d e n   i s t ,   b e i s p i e l s w e i s e  
A l a - S e r - M e t - T h r - A r g ,   da  dann   d i e   A r g i n i n - s p e z i f   i s c h e   S p a l -  
t u n g   mi t   d e r   P r o t e a s e   T r y p s i n   e r f o l g e n   k a n n .  

>5 

E n t h ä l t   das   g e w ü n s c h t e   P r o t e i n   n i c h t   d i e   A m i n o s ä u r e f o l g e  

I l e - G l u - G l y - A r g ,  

!0  so  k a n n   das   P u s i o n s p r o t e i n   mi t   P a k t o r   Xa  g e s p a l t e n   w e r d e n  
( e u r o p ä i s c h e   P a t e n t a n m e l d u n g e n   mi t   den  V e r ö f f e n t l i c h u n g s -  
nummern   0  025  190  und  0  161  9 7 3 ) .  

Das  P u s i o n s p r o t e i n   w i r d   d u r c h   E x p r e s s i o n   in   e i n e m   g e e i g n e -  
>5  t e n   E x p r e s s i o n s s y s t e m   in  an  s i c h   b e k a n n t e r   W e i s e   g e w o n n e n .  

H i e r f ü r   e i g n e n   s i c h   a l l e   b e k a n n t e n   W i r t s - V e k t o r - S y s t e m e ,  
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a l s o   " b e i s p i e l s w e i s e   S ä u g e r z e l l e n   und  M i k r o o r g a n i s m e n ,   b e i -  

s p i e l s w e i s e   H e f e n   und  v o r z u g s w e i s e   B a k t e r i e n ,   i n s b e s o n d e r e  

E.  c o l i .  

5  Die   D N A - S e q u e n z ,   d i e   f ü r   das   g e w ü n s c h t e   P r o t e i n   c o d i e r t ,  

w i r d .   in  b e k a n n t e r   Weise   in  e i n e n   V e k t o r   e i n g e b a u t ,   de r   i n  

dem  g e w ä h l t e n   E x p r e s s i o n s s y s t e m   e i n e   g u t e   E x p r e s s i o n  

g e w ä h r l e i s t e t .  

10  In  b a k t e r i e l l e n   W i r t e n   w ä h l t   man  z w e c k m ä ß i g   den  P r o m o t o r  

und  O p e r a t o r   aus   de r   Gruppe   l a c ,   t a c ,   t r p ,   P^  o d e r   PR  d e s  

P h a g e n   X , . h s p ,   omp  o d e r   e i n e n   s y n t h e t i s c h e n   P r o m o t o r ,   w i e  

s i e   b e i s p i e l s w e i s e   in  der   d e u t s c h e n   O f f e n l e g u n g s s c h r i f t  

34  30  683  ( E u r o p ä i s c h e   P a t e n t a n m e l d u n g   mi t   d e r   V e r ö f f e n t -  

15  l i c h u n g s n u m m e r   0  173  149)  v o r g e s c h l a g e n   s i n d .   V o r t e i l h a f t  

i s t   d i e   t a c   P r o m o t o r - O p e r a t o r - S e q u e n z ,   d i e   i n z w i s c h e n   h a n -  

d e l s ü b l i c h   i s t   ( z . B .   E x p r e s s i o n s v e k t o r   p K K 2 2 3 - 3 ,   P h a r m a c i a ,  

" M o l e c u l a r   B i o l o g i c a l s ,   C h e m i c a l s   and  E q u i p m e n t   f o r   M o l e -  

c u l a r   B i o l o g y " ,   1984,   S.  6 3 ) .  

2 0  

B e i   d e r   E x p r e s s i o n   des  e r f i n d u n g s g e m ä ß e n   F u s i o n s p r o t e i n s  

k a n n   es  s i c h   a l s   z w e c k m ä ß i g   e r w e i s e n ,   e i n z e l n e   T r i p l e t t s  

d e r   e r s t e n   A m i n o s ä u r e n   n a c h   dem  A T G - S t a r t - C o d o n   zu  v e r ä n -  

d e r n ,   um  e i n e   e v e n t u e l l e   B a s e n p a a r u n g   au f   d e r   E b e n e   d e r  

25  mRNA  zu  v e r h i n d e r n .   S o l c h e   V e r ä n d e r u n g e n ,   e b e n s o   wie  V e r -  

ä n d e r u n g e n ,   D e l e t i o n e n   o d e r   A d d i t i o n e n   e i n z e l n e r   A m i n o s ä u -  

r e n   im  I L - 2   - P r o t e i n a n t e i l ,   s i n d   dem  F a c h m a n n   g e l ä u f i g   u n d  

e b e n f a l l s   G e g e n s t a n d   de r   E r f i n d u n g .  

30  In  den  f o l g e n d e n   B e i s p i e l e n   und  in  den  F i g u r e n   w i r d   d i e  

E r f i n d u n g   n ä h e r   e r l ä u t e r t .   H i e r b e i   b e z i e h e n   s i c h  

F i g u r   1  und   d e r e n   F o r t s e t z u n g ,   F i g u r   1a ,   a u f   d i e   S y n t h e s e ,  

d e s   P l a s m i d s   pK360 ,   das   f ü r   e i n   F u s i o n s p r o t e i n   c o d i e r t ,  

35  w e l c h e s   d i e   H i r u d i n s e q u e n z   a u f w e i s t ;  

F i g u r   2  und  i h r e   F o r t s e t z u n g ,   F i g u r   2a ,   b e t r e f f e n   d i e   S y n -  

t h e s e   des   P l a s m i d s   pK410,   w e l c h e s   e b e n f a l l s   f ü r   e i n   F u -  

s i o n s p r o t e i n   mi t   de r   A m i n o s ä u r e s e q u e n z   des   H i r u d i n   c o d i e r t ,  
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F i g u r   3  und  i h r e   F o r t s e t z u n g e n ,   F i g u r e n   3a  b i s   3 c ,   a u f   d i e  

K o n s t r u k t i o n   d e r   P l a s m i d e   pPH15 ,   16,  20  und  30,   d i e   f ü r  

F u s i o n s p r o t e i n e   c o d i e r e n ,   d i e   d i e   A m i n o s ä u r e s e q u e n z   v o n  
A f f e n - P r o i n s u l i n   e n t h a l t e n ,  

5 

F i g u r   4  a u f   d i e   S y n t h e s e   des  P l a s m i d s   pPH100 ,   w e l c h e s   f ü r  

e i n   F u s i o n s p r o t e i n   mi t   de r   A m i n o s ä u r e s e q u e n z   des   H i r u d i n  

c o d i e r t   , 

10  F i g u r   5  und  i h r e   F o r t s e t z u n g ,   F i g u r   5a,   a u f   d i e   K o n s t r u k -  
t i o n   des   P l a s m i d s   pK370 ,   w e l c h e s   f ü r   e i n   F u s i o n s p r o t e i n  
mi t   de r   A m i n o s ä u r e s e q u e n z   des  H i r u d i n   c o d i e r t   s o w i e  

F i g u r   6  und  i h r e   F o r t s e t z u n g ,   F i g u r   6a,   a u f   d i e   S y n t h e s e  
15  des   P l a s m i d s   pKH101,   das  f ü r   e i n   F u s i o n s p r o t e i n   m i t   d e r  

A m i n o s ä u r e f o l g e   von  Af  f  e n p r o i n s u l i n   c o d i e r t .  

Die  F i g u r e n   s i n d   i . a .   n i c h t   m a ß s t a b g e r e c h t   g e z e i c h n e t ,   v o r  
a l l e m   b e i   de r   W i e d e r g a b e   der   P o l y l i n k e r   wurde   de r   M a ß s t a b  

20  " g e d e h n t " .  

B e i s p i e l   1 

D u r c h   I n s e r t i o n   des   l a c - R e p r e s s o r s   ( P . J .   F a r a b a u g h ,   N a t u r e  

25  274  ( 1 9 7 8 )   7 6 5 - 7 6 9 )   in   das  P l a s m i d   pKK  1 7 7 - 3   (Amann  e t   a l . ,  
Gene  25  ( 1 9 8 3 )   167)  e r h ä l t   man  das   P l a s m i d   p J F 1 1 8   ( 1 )  

( F i g .   1;  v g l .   d e u t s c h e   P a t e n t a n m e l d u n g   P  35  26  9 9 5 . 2 ,   B e i -  

s p i e l   6,  F i g .   6 ) .   D i e s e s   w i r d   an  d e r   s i n g u l ä r e n   R e s t r i k -  

t i o n s s t e l l e   f ü r   Ava  I  g e ö f f n e t   und  in   an  s i c h   b e k a n n t e r  

30  W e i s e   d u r c h   E x o n u c l e a s e - B e h a n d l u n g   um  e t w a   1000  bp  v e r -  
k l e i n e r t .   Nach  L i g i e r u n g   w i r d   das   P l a s m i d   pEW  1000  ( 2 ) ,  
( F i g u r   1)  e r h a l t e n ,   in  dem  das  l a c - R e p r e s s o r g e n   v o l l s t ä n -  

d i g   e r h a l t e n   i s t ,   das  a b e r   a u f   Grund   de r   V e r k l e i n e r u n g   i n  
d e u t l i c h   h ö h e r e r   K o p i e n z a h l   a l s   das   A u s g a n g s p l a s m i d   v o r -  

35  l i e g t .  

A n s t e l l e   des   P l a s m i d s   pKK177-3   k a n n   man  auch   von  dem  v o r -  
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s t e h e n d   e r w ä h n t e n   h a n d e l s ü b l i c h e n   P l a s m i d   pKK223-3   a u s g e -  

h e n ,   den  l a c - R e p r e s s o r   e i n b a u e n   und  das  e r h a l t e n e   P r o d u k t  

a n a l o g   v e r k ü r z e n .  

5  Das  P l a s m i d   pEW  1000  (2)  w i r d   mi t   den  R e s t r i k t i o n s e n z y m e n  

EcoR  I  und  S a l   I  g e ö f f n e t   ( 3 ) .  

Das  f ü r   H i r u d i n   c o d i e r e n d e   P l a s m i d   ( 4 ) ,   h e r g e s t e l l t   g e m ä ß  

d e u t s c h e r   O f f e n l e g u n g s s c h r i f t   34  29  430  ( e u r o p ä i s c h e   P a -  

10  t e n t a n m e l d u n g   m i t   de r   V e r ö f f e n t l i c h u n g s n u m m e r   0  171  0 2 4 ) ,  

B e i s p i e l   4  ( F i g u r   3 ) ,   w i r d   mi t   den  R e s t r i k t i o n s e n z y m e n  

Acc  I  und  Sa l   I  g e ö f f n e t   und  das   k l e i n e   F r a g m e n t   ( 5 ) ,   d a s  

zum  g r ö ß t e n   T e i l   d i e   H i r u d i n - S e q u e n z   e n t h ä l t ,   i s o l i e r t .  

15  Das  P l a s m i d   p 1 5 9 / 6   ( 6 ) ,   h e r g e s t e l l t   gemäß  d e u t s c h e r   O f f e n -  

l e g u n g s s c h r i f t   34  19  995  ( e u r o p ä i s c h e   P a t e n t a n m e l d u n g   m i t  

de r   V e r ö f f e n t l i c h u n g s n u m m e r   0  163  2 4 9 ) ,   B e i s p i e l   4  

( E i g u r   5 ) ,   w i r d   mi t   den  R e s t r i k t i o n s e n z y m e n   Eco  RI  u n d  

Pvu  I  g e ö f f n e t   und  das  k l e i n e   E r a g m e n t   (7)  i s o l i e r t ,   d a s  

20  den  g r ö ß t e n   T e i l   der   I L - 2 - S e q u e n z   e n t h ä l t .   D i e s e   T e i l s e -  

q u e n z   und  im  f o l g e n d e n   auch   a n d e r e   v e r k ü r z t e   I L - 2   S e q u e n -  

zen   s i n d   in   den  E i g u r e n   mi t   "AIL2"   b e z e i c h n e t .  

A n s c h l i e ß e n d   w e r d e n   d i e   S e q u e n z e n   ( 3 ) ,   ( 5 ) ,   (7)  s o w i e   d i e  

25  s y n t h e t i s c h e   D N A - S e q u e n z   (8;  F i g u r   1a)  mi t   T 4 - L i g a s e   b e -  

h a n d e l t .   Man  e r h ä l t   das  P l a s m i d   pK360  (9)  • 

K o m p e t e n t e   E.  c o l i - Z e l l e n   w e r d e n   mi t   dem  L i g a t i o n s p r o d u k t  

t r a n s f o r m i e r t   und  a u f   N A - P l a t t e n ,   d i e   25  u g / m l   A m p i c i l l i n  

30  e n h a l t e n ,   a u s p l a t t i e r t .   Die  P l a s m i d - D N A   der   K l o n e   w i r d  

m i t t e l s   R e s t r i k t i o n s -   und  S e q u e n z a n a l y s e   c h a r a k t e r i s i e r t .  

E i n e   Übe  m a c h t   k u l t u r   aus  E,  c o l i - Z e l l e n ,   d i e   das   P l a s m i d  

(9)  e n t h a l t e n ,   w i r d   mi t   LB-Medium  ( j .   H.  M i l l e r ,   E x p e r i -  

35  m e n t s   in  M o l e c u l a r   G e n e t i c s ,   Cold  S p r i n g   H a r b o r   L a b o r a t o -  

r y ,   1 9 7 2 ) ,   das   50  p-g/ml  A m p i c i l l i n   e n t h ä l t ,   im  V e r h ä l t n i s  

von  e t w a   1 : 1 0 0   v e r d ü n n t   und  das   W a c h s t u m   ü b e r   O D - M e s s u n g  
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»^,.u.WJ.öo.  j jc i   kiv  =  w i r a   a i e   c c n u x - c e i K u i t u r   a u f   1  mM 
I s o p r o p y l - ß - g a l a c t o p y r a n o s i d   ( IPTG)   e i n g e s t e l l t   und  d i e  
B a k t e r i e n   n a c h   150  b i s   180  M i n u t e n   a b z e n t r i f u g i e r t   .  D i e  
B a k t e r i e n   w e r d e n   5  M i n u t e n   in   e i n e r   P u f f e r m i s c h u n g   (7M 

5  H a r n s t o f f ,   0 , 1 #   SDS,  0,1  M  N a t r i u m p h o s p h a t ,   pH  7 , 0 )   g e -  
k o c h t   und  P r o b e n   a u f   e i n e   S D S - G e l e l e k t r o p h o r e s e p l a t t e   a u f -  
g e t r a g e n .   Nach  E l e k t r o p h o r e s e   w i r d   aus   B a k t e r i e n ,   d i e   d a s  
P l a s m i d   (9)   e n t h a l t e n ,   e i n e   P r o t e i n b a n d e   e r h a l t e n ,   d i e   d e r  
G r ö ß e   des   e r w a r t e t e n   P u s i o n s p r o t e i n s   e n t s p r i c h t .   N a c h  

10  A u f s c h l u ß   de r   B a k t e r i e n   ( P r e n c h   P r e s s ;   ( R ) D y n o - M ü h l e )   u n d  
Z e n t r i f u g a t i o n   b e f i n d e t   s i c h   das   P u s i o n s p r o t e i n   im  N i e d e r -  
s c h l a g ,   so  daß  m i t   dem  Ü b e r s t a n d   b e r e i t s   e r h e b l i c h e   M e n g e n  
d e r   ü b r i g e n   P r o t e i n e   a b g e t r e n n t   w e r d e n   k ö n n e n .   Nach  I s o -  
l i e r u n g   des   P u s i o n s p r o t e i n s   w i r d   d u r c h   B r o m c y a n - S p a l t u n g  

5  das   e r w a r t e t e   H i r u d i n - P e p t i d   f r e i g e s e t z t .   D i e s e s   w i r d   n a c h  
I s o l i e r u n g   d u r c h   P r o t e i n - S e q u e n z a n a l y s e   c h a r a k t e r i s i e r t .  

Die   a n g e g e b e n e n   I n d u k t i o n s b e d i n g u n g e n   g e l t e n   f ü r   S c h ü t t e l -  
k u l t u r e n ;   b e i   g r ö ß e r e n   F e r m e n t a t i o n e n   s i n d   e n t s p r e c h e n d  

!0  v e r ä n d e r t e   O D - W e r t e   und  g e g e b e n e n f a l l s   l e i c h t   v a r i i e r t e  
I P T G - K o n z e n t r a t i o n e n   z w e c k m ä ß i g .  

B e i s p i e l   2 

5  Das  P l a s m i d   (4)   ( F i g u r   1)  w i r d   m i t   Acc  I  g e ö f f n e t   und  d i e  
ü b e r s t e h e n d e n   E n d e n   mi t   K l e n o w - P o l y m e r a s e   a u f g e f ü l l t .   A n -  
s c h l i e ß e n d   w i r d   mi t   Sac  I  g e s c h n i t t e n   und  das  F r a g m e n t  
( 1 0 )   i s o l i e r t ,   das   den  g r ö ß t e n   T e i l   der   H i r u d i n - S e q u e n z  
e n t h ä l t .  

0  

Der  h a n d e l s ü b l i c h e   V e k t o r   pUC  13  w i r d   mi t   den  R e s t r i k t i o n s -  
e n z y m e n   Sac  I  und  Sma  I  g e ö f f n e t   und  das  g r o ß e   F r a g m e n t  
( 1 1 )   i s o l i e r t   . 

5  M i t t e l s   T 4 - L i g a s e   w e r d e n   nun  d i e   F r a g m e n t e   (10 )   und  ( 1 1 )  
zum  P l a s m i d   pK  400  (12 )   ( F i g .   2)  l i g i e r t .   Das  P l a s m i d   ( 1 2 )  
i s t   in   d e r   F i g u r   2  z w e i m a l   d a r g e s t e l l t ,   w o b e i   in  de r   u n t e -  
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r e n   D a r s t e l l u n g   d i e   A m i n o s ä u r e s e q u e n z   des  so  e r h ä l t l i c h e n  

H i r u d i n - D e r i v a t s   h e r v o r g e h o b e n   w i r d .  

Das  P l a s m i d   (4)   ( F i g u r   1  )  w i r d   m i t   den  R e s t r i k t i o n s e n z y m e n  
5  Kpn  I  und  S a l   I  g e ö f f n e t   und  das   k l e i n e   F r a g m e n t   (13 )   i s o -  

l i e r t ,   das   d i e   H i r u d i n - T e i l s e q u e n z   e n t h ä l t .  

Das  P l a s m i d   ( 1 2 )   w i r d   mi t   den  R e s t r i k t i o n s e n z y m e n   H i n c   I I  
und  Kpn  I  u m g e s e t z t   und  das   k l e i n e   F r a g m e n t   ( 1 4 >   i s o l i e r t ,  

10  das   d i e   H i r u d i n - T e i l s e q u e n z   e n t h ä l t .  

Das  P l a s m i d   (9 )   ( F i g u r   1a)  w i r d   m i t   EcoR  I  p a r t i e l l   g e -  
s p a l t e n ,   d i e   f r e i e n   Enden   mi t   K l e n o w - P o l y m e r a s e   i n   e i n e r  
f  i l l - i n - R e a k t i o n   a u f g e f ü l l t   und   m i t   Sa l   I  g e s c h n i t t e n .   Man 

15  e r h ä l t   das   D e r i v a t   des  P l a s m i d s   pK360  ( 1 5 ) .  

D u r c h   L i g i e r e n   de r   F r a g m e n t e   ( 3 ) ,   ( 1 3 ) ,   ( 14 )   und  (15 )   e r -  
h ä l t   man  das   P l a s m i d   pK410  ( 1 6 ) ,   das   in   d e r   F i g u r   2a  z w e i -  
f a c h   d a r g e s t e l l t   i s t ,   w o b e i   d i e   u n t e r e   W i e d e r g a b e   d i e   A m i -  

20  n o s ä u r e f o l g e   des   F u s i o n s p r o t e i n s   und  d a m i t   d e s   n a c h   S ä u r e -  

s p a l t u n g   e r h a l t e n e n   H i r u d i n - D e r i v a t s   e r k e n n e n   l ä ß t .  

Nach  E x p r e s s i o n   und  A u f a r b e i t u n g   gemäß  B e i s p i e l   1  e r h ä l t  

man  e i n   n e u e s   H i r u d i n - D e r i v a t   ,  das   in   den  P o s i t i o n e n   1  u n d  

25  2  d i e   A m i n o s ä u r e n   P r o l i n   und  H i s t i d i n   a u f w e i s t .   D i e s e s  

H i r u d i n - D e r i v a t   z e i g t   d i e   g l e i c h e   A k t i v i t ä t   wie   das   N a t u r -  

p r o d u k t   gemäß  d e u t s c h e r   O f f e n l e g u n g s s c h r i f t   34  29  430 ,   d a s  

in   d i e s e n   P o s i t i o n e n   d i e   A m i n o s ä u r e n   T h r e o n i n   und  T y r o s i n  

a u f w e i s t ,   i s t   j e d o c h   s t a b i l e r   g e g e n   den  A n g r i f f   von  A m i n o -  

50  p e p t i d a s e n ,   w o r a u s   s i c h   V o r t e i l e   b e i   der   i n - v i v o - A n w e n d u n g  

e r g e b e n   k ö n n e n .  

B e i s p i e l   3 

55  Der  h a n d e l s ü b l i c h e   V e k t o r   pBR  322  w i r d   mi t   Barn  H  I  g e ö f f -  

n e t ,   w o b e i   man  das   l i n e a r i s i e r t e   P l a s m i d   (17 )   e r h ä l t .   D i e  

f r e i e n   E n d e n   w e r d e n   p a r t i e l l   u n t e r   E i n s a t z   von  dATP,  dG-TP 
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und  dTTP  a u f g e f ü l l t   und  das   ü b e r s t e h e n d e   N u c l e o t i d   G  m i t  

S 1 - N u c l e a s e   a b g e b a u t ,   w o b e i   das   pBR  3 2 2 - D e r i v a t   (18)   e r -  

h a l t e n   w i r d .  

5  Das  Hae  I I I - F r a g m e n t   (19)   aus   A f f e n - P r o i n s u l i n   ( W e t e k a m  

et   a l . ,   Gene  19  ( 1 9 8 2 )   181)   w i r d   mi t   dem  m o d i f i z i e r t e n  

P l a s m i d   (18)   l i g i e r t ,   w o b e i   das  P l a s m i d   pPH  1  (20 )   e r h a l -  

t e n   w i r d .   Da  d i e   I n s u l i n - T e i l s e q u e n z   in   das  T e t r a c y c l i n -  

Gen  e i n g e s e t z t   w u r d e ,   s i n d   d i e   K l o n e ,   d i e   d i e s e s   P l a s m i d  

0  e n t h a l t e n ,   n i c h t   g e g e n   T e t r a c y c l i n   r e s i s t e n t   und  k ö n n e n   s o  

i d e n t i f i z i e r t   w e r d e n .  

Das  P l a s m i d   (20)   w i r d   mi t   Barn  HI  und  Dde  I  g e ö f f n e t   u n d  

das   k l e i n e   F r a g m e n t   (21)   i s o l i e r t .  

15  • 
Z u s ä t z l i c h   w i r d   aus   de r   A f f e n - P r o i n s u l i n s e q u e n z   d i e   Dde  I -  

Pvu  I I - T e i l s e q u e n z   (22 )   i s o l i e r t .  

Der  V e k t o r   pBR  322  w i r d   mi t   Barn  HI  und  Pvu  I I   g e ö f f n e t   u n d  

20  das   l i n e a r i s i e r t e   P l a s m i d   (23)   i s o l i e r t .  

D u r c h   L i g i e r u n g   d e r   I n s u l i n - T e i l s e q u e n z e n   (21 )   und  ( 2 2 )  

m i t   dem  g e ö f f n e t e n   P l a s m i d   (23)   e r h ä l t   man  das   P l a s m i d  

pPH5  ( 2 4 ) .   D i e s e s   w i r d   mi t   Bam  HI  und  Pvu  I I   g e ö f f n e t   u n d  

25  das   k l e i n e   F r a g m e n t   (25 )   i s o l i e r t .  

Zur  E r g ä n z u n g   de r   I n s u l i n s t r u k t u r   w i r d   d i e   D N A - S e q u e n z  

( 2 6 )   s y n t h e t i s i e r t .  

30  Der  h a n d e l s ü b l i c h e   V e k t o r   pUC  8  w i r d   mi t   den  E n z y m e n  

Bam  HI  und  Sa l   I  g e ö f f n e t   und  das   R e s t p l a s m i d   (27)   i s o -  

l i e r t .   D i e s e s   w i r d   mi t   den  D N A - S e q u e n z e n   (25 )   und  ( 2 6 )  

zum  P l a s m i d   pPH  15  (28 )   l i g i e r t .   D i e s e s   w i r d   mi t   Sa l   I  g e -  

ö f f n e t   und  d i e   ü b e r s t e h e n d e n   E n d e n   a u f g e f ü l l t .   Aus  dem  r e -  

35  s u l t i e r e n d e n   P l a s m i d d e r i v a t   ( 2 9 )   w i r d   mi t   Bam  HI  d i e   DNA- 

S e q u e n z   (30)   a b g e s p a l t e n .  
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Der  h a n d e l s ü b l i c h e   V e k t o r   puu  y  w i r a   mix  aen   unzymei i   b «   m  

und  Sma  I  g e ö f f n e t   und  das   g r o ß e   F r a g m e n t   (31 )   i s o l i e r t .  

D i e s e s   w i r d   mi t   de r   D N A - S e q u e n z   ( 3 0 )   l i g i e r t ,   w o b e i   d a s  

P l a s m i d   pPH16  ( 3 2 )   e r h a l t e n   w i r d .  

5 

Das  P l a s m i d   ( 3 2 )   w i r d   mi t   Sa l   I  g e ö f f n e t   und  das   l i n e a r i -  

s i e r t e   P l a s m i d   ( 3 3 )   p a r t i e l l   m i t   dCTP,  dGTP  und  dTTP  a u f -  

g e f ü l l t   und  das   v e r b l e i b e n d e   N u c l e o t i d   T  mi t   S 1 - N u c l e a s e  

a b g e s p a l t e n .   Das  so  e r h a l t e n e   P l a s m i d d e r i v a t   ( 3 4 )   w i r d   m i t  

10  Bam  HI  b e h a n d e l t   und  aus   dem  P r o d u k t   ( 3 5 )   mi t   S 1 - N u c l e a s e  

d e r   ü b e r s t e h e n d e   E i n z e l s t r a n g   e n t f e r n t ,   w o b e i   das   P l a s m i d -  

d e r i v a t   ( 36 )   e r h a l t e n   w i r d .  

Die   s t u m p f e n   E n d e n   des   P l a s m i d d e r i v a t s   ( 3 5 )   w e r d e n   z u m  

15  P l a s m i d   pPH  20  ( 3 7 )   c y c l i s i e r t .  

K o m p e t e n t e   E.  c o l i   Hb  101  - Z e l l e n   w e r d e n   mi t   dem  L i g a t i o n s -  

g e m i s c h   t r a n s f o r m i e r t   und  a u f   s e l e k t i v e m   Medium  a u s p l a t -  

t i e r t .   K l o n e ,   d i e   das   g e w ü n s c h t e   P l a s m i d   e n t h a l t e n ,   e x p r i -  

20  m i e r e n   P r o i n s u l i n ,   w o b e i   von  70  g e t e s t e t e n   K l o n e n   28  r a -  

d i o i m m u n o l o g i s c h   n a c h w e i s b a r e s   P r o i n s u l i n   e n t h i e l t e n .   D i e  

P l a s m i d e   w e r d e n   f e r n e r   m i t t e l s   D N A - S e q u e n z a n a l y s e   c h a r a k -  

t e r i s i e r t .   S i e   e n t h a l t e n   DNA,  d i e   v o r   dem  Codon  f ü r   d i e  

e r s t e   A m i n o s ä u r e   de r   B - K e t t e   ( P h e )   f ü r   A r g i n i n   c o d i e r t .  

2 5  

Das  P l a s m i d   ( 3 7 )   w i r d   m i t   Hind   I I I   g e s p a l t e n ,   d i e   ü b e r s t e -  

h e n d e n   E n d e n   a u f g e f ü l l t   und  m i t   Dde  I  n a c h g e s p a l t e n .   D a s  

k l e i n e   F r a g m e n t   (38)   w i r d   i s o l i e r t .  

30  Das  P l a s m i d   ( 2 8 )   ( F i g u r   3a)  w i r d   m i t   S a l   I  und  Dde  I  g e -  

s p a l t e n   und  das   k l e i n e   F r a g m e n t   (39)   a b g e t r e n n t .  

Das  P l a s m i d   (9)  ( F i g u r   1a)  w i r d   z u n ä c h s t   mi t   Acc  I  g e s p a l -  

t e n ,   d i e   f r e i e n   E n d e n   a u f g e f ü l l t   und  mi t   Eco  RI  p a r t i e l l  

35  n a c h g e s p a l t e n .   Das  F r a g m e n t   ( 4 0 ) ,   das   d i e   v e r k ü r z t e   I L - 2 -  

S e q u e n z   e n t h ä l t ,   w i r d   i s o l i e r t .  
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Das  l i n e a r i s i e r t e   P l a s m i d   (3)   ( F i g u r   1)  und  d i e   D N A - S e g -  

m e n t e   ( 3 8 ) ,   ( 3 9 )   und  (40 )   w e r d e n   n u n m e h r   zu  dem  P l a s m i d  

pPH  30  (41  )  l i g i e r t .   D i e s e s   P l a s m i d   c o d i e r t   f ü r   e i n   F u -  

s i o n s p r o t e i n ,   das   im  A n s c h l u ß   an  d i e   A m i n o s ä u r e n   1  b i s   1 1 4  

5  des   I L - 2   d i e   f o l g e n d e   A m i n o s ä u r e s e q u e n z   a u f w e i s t :  

A s p - P h e - M e t - I l e - T h r - T h r - T y r - S e r - L e u - A l a - A l a - G - l y - A r g .  

Das  A r g i n i n   a l s   l e t z t e   A m i n o s ä u r e   d i e s e s   B r ü c k e n g l i e d e s   Y 

10  e r m ö g l i c h t   d i e   A b s p a l t u n g   de r   I n s u l i n k e t t e n   m i t   T r y p s i n .  

A u s g e h e n d   vom  P l a s m i d   (9)  ( F i g u r   1a)  k a n n   man  a u c h   a u f  

f o l g e n d e m   Weg  zum  P l a s m i d   (41  )  k o m m e n :  

15  Man  ö f f n e t   (9)   mi t   Acc  I ,   f ü l l t   d i e   ü b e r s t e h e n d e n   E n d e n  

a u f ,   s c h n e i d e t   mi t   Sa l   I  n a c h   und  l i g i e r t   das   e r h a l t e n e  

P l a s m i d d e r i v a t   ( 42 )   mi t   den  S e g m e n t e n   ( 3 ) ,   (38)   und  ( 3 9 ) .  

B e i s p i e l   4  

2 0  

Das  P l a s m i d   (6)   ( F i g u r   1)  w i r d   mi t   den  R e s t r i k t i o n s e n z y m e n  

Taq  I  und  Eco  RI  g e ö f f n e t   und  das   k l e i n e   F r a g m e n t   ( 4 3 )  

i s o l i e r t .   D i e s e s   F r a g m e n t   w i r d   mi t   der   s y n t h e t i s i e r t e n  

D N A - S e q u e n z   (44 )   und  den  S e g m e n t e n   (3)  und  (5)   zum  P l a s m i d  

25  pPH  100  ( 4 5 )   l i g i e r t .   D i e s e s   P l a s m i d   c o d i e r t   f ü r   e i n   F u -  

s i o n s p r o t e i n ,   b e i   dem  a u f   d i e   e r s t e n   132  A m i n o s ä u r e n   d e s  

I L - 2   das   B r ü c k e n g l i e d   A s p - P r o   und  h i e r a u f   d i e   A m i n o s ä u r e -  

f o l g e   von  H i r u d i n   f o l g t .   Die  p r o t e o l y t i s c h e   S p a l t u n g   l i e -  

f e r t   s o m i t   e i n   m o d i f i z i e r t e s ,   b i o l o g i s c h   a k t i v e s   I L - 2 ' ,   i n  

30  dem  in  P o s i t i o n   133  an  S t e l l e   von  Thr  Asp  e n t h a l t e n   i s t ,  

und  e i n   H i r u d i n - D e r i v a t ,   das   N - t e r m i n a l   Pro  v o r   d e r   A m i n o -  

s ä u r e s e q u e n z   des   N a t u r p r o d u k t s   e n t h ä l t .   Auch  d i e s e s   P r o -  

d u k t   i s t   b i o l o g i s c h   a k t i v   und  im  V e r g l e i c h   zu  dem  N a t u r -  

p r o d u k t   s t a b i l e r   g e g e n   den  A n g r i f f   von  P r o t e a s e n .  

3 5  

Das  I L - 2   ' - H i r u d i n - F u s i o n s p r o t e i n   z e i g t   e b e n f a l l s   b i o l o g i -  
s c h e   A k t i v i t ä t :  
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Im  Z e l l p r o l i f e r a t i o n s t e s t   mi t   e i n e r   I L - 2 -   a b h ä n g i g e n   Z e l l -  

l i n i e   (CTLL2)   w u r d e   b i o l o g i s c h e   A k t i v i t ä t   g e f u n d e n .  

Nach  D e n a t u r i e r u n g   in   6  M  G u a n i d i n i u m h y d r o c h l o r i d - L ö s u n g  

5  und  a n s c h l i e ß e n d e   R e n a t u r i e r u n g   in   P u f f e r l ö s u n g   (10  mM 

T r i s - H C l ,   pH  8 , 5 ,   1  mM  EDDA)  w u r d e   w e i t e r h i n   hohe   1 1 - 2 -  

A k t i v i t ä t   g e f u n d e n .   A u ß e r d e m   w u r d e   d i e   G e r i n n u n g s z e i t   v o n  

s ä u r e b e h a n d e l t e m ,   mi t   T h r o m b i n   v e r s e t z e m   B l u t   n a c h   Z u g a b e  

des   P u s i o n s p r o t e i n s   v e r l ä n g e r t .  

10 

Man  e r h ä l t   s o m i t   e i n   bi   f u n k t   i o n e i l   es  P u s i o n s p r o t e i n .  

B e i s p i e l   5 

15  Der  h a n d e l s ü b l i c h e   V e k t o r   pTJC  12  w i r d   m i t   den  R e s t r i k -  

t i o n s e n z y m e n   Eco  RI  und  Sac  I  g e ö f f n e t .   In  d i e s e s   l i n e a r i -  

s i e r t e   P l a s m i d   (46 )   w i r d   e i n e   I L - 2 - T e i l s e q u e n z   e i n g e s e t z t ,  

d i e   aus   dem  P l a s m i d   (6)   ( P i g u r   1)  mi t   den  R e s t r i k t i o n s e n -  

zymen  Eco  RI  und  Sac  I  h e r a u s g e s p a l t e n   w i r d .   D i e s e   S e q u e n z  

20  ( 4 7 )   u m f a ß t   d i e   k o m p l e t t e n   T r i p l e t t s   f ü r   d i e   e r s t e n   9 4  

A m i n o s ä u r e n   des   I L - 2 .   D u r c h   L i g i e r e n   von  (46 )   und  (47 )   e r -  

h ä l t   man  das   P l a s m i d   pK  300  ( 4 8 ) .  

Das  P l a s m i d   (9)   ( P i g u r   1a)  w i r d   mi t   Eco  RI  g e ö f f n e t ,   d i e  

25  ü b e r s t e h e n d e n   Enden   a u f g e f ü l l t   und  mi t   Hind   I I I   n a c h g e -  

s p a l t e n .   Man  i s o l i e r t   das   k l e i n e   P r a g m e n t   ( 4 9 ) ,   das  im  A n -  

s c h l u ß   an  d i e   f ü r   H i r u d i n   c o d i e r e n d e   D N A - S e q u e n z   e i n e n  

T e i l   des   P o l y l i n k e r s   aus   pUC  12  e n t h ä l t .  

30  Das  P l a s m i d   (48 )   w i r d   mi t   den  R e s t r i k t i o n s e n z y m e n   Sma  I  

und  Hind   I I I   g e ö f f n e t   und  das   g r o ß e   P r a g m e n t   (50 )   i s o l i e r t .  

D u r c h   L i g i e r u n g   von  ( 5 0 )   m i t   ( 4 9 )   e r h ä l t   man  das   P l a s m i d  

PK  301  (51  ) •  

35  Mit   dem  L i g a t i o n s g e m i s c h   w e r d e n   k o m p e t e n t e   E.  c o l i   2 9 4 -  

Z e l l e n   t r a n s f o r m i e r t .   K l o n e ,   d i e   das  P l a s m i d   ( 5 1 )   e n t h a l -  

t e n ,   w e r d e n   d u r c h   R e s t r i k t i o n s a n a l y s e   c h a r a k t e r i s i e r t .   S i e  
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e n t h a l t e n   DNA,  d i e   im  A n s c h l u ß   an  d i e   Codons   f ü r   d i e   e r s t e n  
96  A m i n o s ä u r e n   des   IL -2   Codons   f ü r   e i n   B r ü c k e n g l i e d   von  6 

A m i n o s ä u r e n   und  d a r a u f   f o l g e n d   d i e   Codons   f ü r   H i r u d i n   e n t -  
h a l t e n .  

5 

Das  P l a s m i d   ( 5 1 )   w i r d   mi t   Eco  RI  und  Hind  I I I   u m g e s e t z t  
und  das   P r a g m e n t   (52)   i s o l i e r t ,   das   d i e   D N A - S e q u e n z   f ü r  
das   g e n a n n t e   e u k a r y o t i s c h e   P u s i o n s p r o t e i n   e n t h ä l t .  

10  Das  P l a s m i d   (2)   ( P i g u r   1)  w i r d   m i t   Eco  RI  und  Hind   I I I   g e -  
ö f f n e t .   Das  e r h a l t e n e   l i n e a r i s i e r t e   P l a s m i d   ( 5 3 )   w i r d   m i t  
d e r   D N A - S e q u e n z   ( 5 2 )   l i g i e r t ,   w o b e i   das  P l a s m i d   pK  3 7 0  
( 5 4 )   e r h a l t e n   w i r d .  

15  Wird   das   P l a s m i d   (54 )   e n t s p r e c h e n d   B e i s p i e l   1  in  E.  c o l i  

z u r   E x p r e s s i o n   g e b r a c h t ,   so  e r h ä l t   man  e i n   P u s i o n s p r o t e i n ,  
b e i   dem  a u f   d i e   e r s t e n   96  A m i n o s ä u r e n   des  I L - 2   das   B r ü c k e n -  

g l i e d  

A l a - G l n - P h e - M e t - I l e - T h r  

20  

und  im  A n s c h l u ß   d a r a n   d i e   A m i n o s ä u r e f o l g e   des   H i r u d i n   f o l g t .  

B e i s p i e l   6 

25  Aus  dem  P l a s m i d   (41)   ( B e i s p i e l   3;  P i g u r   3c)  w i r d   mi t   d e n  

R e s t r i k t i o n s e n z y m e n   Eco  RI  und  H ind   I I I   das  D N A - S e g m e n t  
h e r a u s g e s p a l t e n ,   das   f ü r   Äff   e n p r o i n s u l i n   c o d i e r t ,   und  d i e  
ü b e r s t e h e n d e n   E n d e n   a u f g e f ü l l t .   Man  e r h ä l t   das   D N A - S e g m e n t  
( 5 5 )   . 

50 

Das  P l a s m i d   ( 4 8 )   ( B e i s p i e l   5,  P i g u r   5)  w i r d   m i t   Sma  I  g e -  
ö f f n e t   und  mi t   A l k a l i s c h e r   R i n d e r p h o s p h a t a s e   b e h a n d e l t .  
Das  so  e r h a l t e n e   l i n e a r i s i e r t e   P l a s m i d   (56)   w i r d   mi t   dem 

D N A - S e g m e n t   (55 )   l i g i e r t ,   w o b e i   das   P l a s m i d   pK  302  (57)   e r -  
55  h a l t e n   w i r d .   E.  c o l i   2 9 4 - Z e l l e n   w e r d e n   mit   dem  L i g a t i o n s g e -  

m i s c h   t r a n s f o r m i e r t ,   wobe i   K l o n e ,   d i e   das  g e w ü n s c h t e   P l a s -  
mid  e n t h a l t e n ,   z u n ä c h s t   d u r c h   R e s t r i k t i o n s -   und  dann   d u r c h  

S e q u e n z a n a l y s e   de r   P l a s m i d - D N A   c h a r a k t e r i s i e r t   w e r d e n .  
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Aus  dem  P l a s m i d   (57 )   w i r d   m i t   Eco  RI  und  Hind  I I I   das   S e g -  

ment   (58 )   h e r a u s g e s p a l t e n ,   das   f ü r   IL-2   und  Af  f  e n p r o i n s u -  

l i n   c o d i e r t .  

5  Das  P l a s m i d   (2)   ( B e i s p i e l   1,  E i g u r   1)  w i r d   e b e n f a l l s   m i t  

Eco  RI  und  Hind   I I I   g e s p a l t e n   und  in  das   l i n e a r i s i e r t e  

P l a s m i d   (3)   das   S e g m e n t   (58)   h i n e i n l i g i e r t   .  Man  e r h ä l t  

das   P l a s m i d   pKH  101  ( 5 9 ) .  

10  Die   E x p r e s s i o n   gemäß  B e i s p i e l   1  f ü h r t   zu  e i n e m   P u s i o n s -  

p r o t e i n ,   b e i   dem  a u f   d i e   e r s t e n   96  A m i n o s ä u r e n   des   I L - 2  

e in   B r ü c k e n g l i e d   mi t   14  A m i n o s ä u r e n   f o l g t   ( e n t s p r e c h e n d   Y 

im  D N A - S e g m e n t   ( 5 8 ) ) ,   woran   s i c h   d i e   A m i n o s ä u r e f o l g e   d e s  

Af  f e n p r o i n s u l i n s   a n s c h l i e ß t .  
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Anhang   I:  D N A - S e q u e n z   des   I n t e r l e u k i n - 2  

x r x p x e u u   ru'  .  0  1 2  
A m i n o s ä u r e   Met  Ala   P r o  
N u c l e o t i d   Nr .   1  1 0  
Cod.   S t r a n g   5'  AA  TIC  ATG  GCG  CCG 
n i c h t   c o d .   S t r a n g   y_  G  TAC  CGC  GGC 

3  4  5  6  7  8  9  10  11  12 
Thr  Ser   Se r   Ser   Thr  Lys  Lys  Thr  Gin  L e u  

20  30  4 0  
ACC  TCT  TCT  TCT  ACC  AAA  AAG  ACT  CAA  CTG 
TGG  AGA  AGA  AGA  TGG  TTT  TTC  TGA  GTT  GAC 

13  14  15  16  17  18  19  20  21  2 2  
Gin  Leu  Glu  His  Leu  Leu  Leu  Asp  Leu  G i n  

50  60  7 0  
CAA  CTG  GAA  CAC  CTG  CTG  CTG  GAC  CTG  CAG 
GTT  GAC  CTT  GTG  GAC  GAC  GAC  CTG  GAC  GTC 

23  24  25  26  27  28  29  30  31  3 2  
Met  I l e   Leu  Asn  Gly  I l e   Asn  Asn  Tyr  L y s  

80  90  1 0 0  
MG  ATC  CTG  AAC  GGT  ATC  AAC  AAC  TAC  AAA 
rAC  TAG  GAC  TTG  CCA  TAG  TTG  TTG  ATG  TTT 

55  34  35  36  37  38  39  40  
'  

41  
"  

4 2  
^sn  Pro  Lys  Leu  Thr  Arg  Met  Leu  Thr  P h e  

110  120  1 3 0  
UC  CCG  AAA  CTG  ACG  CGT  ATG  CTG  ACC  TTC 
CTG  GGC  TTT  GAC  TGC  GCA  TAC  GAC  TGG  AAG 



-  18  -  
0 2 2 7 9 3 8  

43  44  45  46  47  4 8  

Lys  Phe  Tyr  Met  Pro  L y s  

140  1 5 0  
AAA  TTC  TAC  ATG  CCG  AAA 

TTT  AAG  ATG  TAC  GGC  TTT 

49  50  51  5 2  

Lys  Ala   Thr  G l u  

1 6 0  

AAA  GCT  ACC  GAA 

TTT  CGA  TGG  CTT 

53  54  55  56  57  58  59  60  .61  6 2  
Leu  Lys  His   Leu  Gin  Cys  Leu  Glu   Glu  G l u  

170  180  1 9 0  
CTG  AAA  CAC  CTC  CAG  TGT  CTA  GAA  GAA  GAG 
GAC  TTT  GTG  GAG  GTC  ACA  GAT  CTT  CTT  CTC 

b3  64  65  66  67  68  6 9  
Leu  Lys  Pro  Leu  Glu  Glu  V a l  

200  2 1 0  
CTG  AAA  CCG  CTG  GAG  GAA  GTT 
GAC  TTT  GGC  GAC  CTC  CTT  CAA 

70  71  7 2  

Leu  Asn  L e u  

2 2 0  

CTG  AAC  CTG 

GAC  TTG  GAC 

73  74  75  76  .  77  78  79  
Ala   Gin  Ser   Lys  Asn  Phe  H i s  

230  2 4 0  

GCT  CAG  TCT  AAA  AAT  TTC  CAC 
CGA  GTC  AGA  TTT  TTA  AAG  GTG 

80  81  8 2  

Leu  Arg  P r o  

2 5 0  

CTG  CGT  CCG 

GAC  GCA  GGC 

Ö5  84  85  86  87  88  8 9  

Arg  Asp  Leu  I l e   Ser   Asn  I l e  

260  2 7 0  
CGT  GAC  CTG  ATC  TCT  AAC  ATC 

GCA  CTG  GAC  TAG  AGA  TTG  TAG 

90  91  9 2  

Asn  Val   I l e  

2 8 0  

AAC  GTT  ATC 

TTG  CAA  TAG 

93  94  95  96  97  98  99  100  101  1 0 2  
7al   Leu  Glu  Leu  Lys  Gly  Ser   Glu   Thr  T h r  

290  300  3 1 0  
JTT  CTG  GAG  CTC  AAA  GGT  TCT  GAA  ACC  ACG 
3AA  GAC  CTC  GAG  TTT  CCA  AGA  CTT  TGG  TGC 
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iy  -  

«vq.  iu:>  lüb  107  108  109  110  111  1 1 2  
Phe  Met  Cys  Glu  Tyr  A l a   Asp  Glu   Thr  A l a  

320  330  3 4 0  
TTC  ATG  TGC  GAA  TAC  GCG  GAC  GAA  ACT  GCG 
AAG  TAC  ACG  CTT  ATG  CGC  CTG  CTT  TGA  CGC 

T h r  

ACG 

TGC 

i i b   117  118  119  120  121  1 2 2  
I l e   Val   Glu  Phe  l e u   Asn  Arg  Trp  H e  
350  56O  3 7 0  
ATC  GTT  GAA  TTT  CTG  AAC  CGT  TGG  ATC 
TAG  CAA  CTT  AAA  GAC  TTG  GCA  ACC  TAG 

TO  izb   127  128  129  130  131  1 3 2  
Thr  Phe  Cys  Gin  Ser   I l e   I l e   Ser   Thr  L e u  

380  39O  4 0 0  
4CC  TTC  TGC  CAG  TCG  ATC  ATC  TCT  ACC  CTG 
TGG  AAG  ACG  GTC  AGC  TAG  TAG  AGA  TGG  GAC 

1  3 3  
Dhr  

\CC 

DGG 

1  ;>4 

4 1 0  

TGA 

fcCT 

1  3 0  

fttrU 1' 

5 '  

5* 
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P a t e n t a n s p r ü c h e   : 

1.  P u s i o n s p r o t e i n ,   g e k e n n z e i c h n e t   d u r c h   e i n e n   C-  o d e r   N -  

t e r m i n a l e n   A n t e i l ,   d e r   im  w e s e n t l i c h e n   den  e r s t e n   1 0 0  

5  A m i n o s ä u r e n   von  I n t e r l e u k i n - 2   e n t s p r i c h t .  

2.  P u s i o n s p r o t e i n   de r   a l l g e m e i n e n   F o r m e l  

Met  -  X  -  Y  -  Z  o d e r   Met  -  Z  -  Y  -  X 

10  ( I a )   ( I b )  

in  de r   X  im  w e s e n t l i c h e n   d i e   A m i n o s ä u r e f o l g e   de r   e t w a  

100  e r s t e n   A m i n o s ä u r e n   des   m e n s c h l i c h e n   I n t e r l e u k i n - 2  

b e d e u t e t ,   Y  e i n e   d i r e k t e   B i n d u n g   o d e r   e i n   B r ü c k e n -  

15  g l i e d   aus   g e n e t i s c h   c o d i e r b a r e n   A m i n o s ä u r e n   b e d e u t e t ,  
das   d i e   A b s p a l t u n g   de r   A m i n o s ä u r e s e q u e n z   Z  e r m ö g l i c h t ,  

v o r z u g s w e i s e ,   b e n a c h b a r t   zu  Z,  Met ,   Cys,   T r p ,   Arg  o d e r  

Lys  e n t h ä l t   o d e r   aus  d i e s e n   A m i n o s ä u r e n   b e s t e h t ,   i n s -  

b e s o n d e r e   b e n a c h b a r t   zu  Z  d i e   A m i n o s ä u r e s e q u e n z  

Asp  -  P r o ,  

e n t h ä l t   o d e r   aus   d i e s e r   S e q u e n z   b e s t e h t   und  Z  e i n e  

S e q u e n z   aus   g e n e t i s c h   c o d i e r b a r e n   A m i n o s ä u r e n   i s t ,  

25  v o r z u g s w e i s e   von  e inem  P r o i n s u l i n   o d e r   e i n e m   H i r u d i n .  

3«  V e r f a h r e n   zu r   H e r s t e l l u n g   e i n e s   F u s i o n s p r o t e i n s   n a c h  

A n s p r u c h   1  o d e r   2,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  man  e i n e  

f ü r   d i e s e s   P r o t e i n   c o d i e r e n d e   G e n s t r u k t u r   in  e i n e r  

30  W i r t s z e l l e   e x p r i m i e r t   und  das   F u s i o n s p r o t e i n ,   v o r z u g s -  
w e i s e   d u r c h   Z e n t r i f u g a t i o n   von  den  l ö s l i c h e n  

P r o t e i n e n ,   a b t r e n n t .  

4.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   3»  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   d a ß  

35  d i e   W i r t s z e l l e   e in   B a k t e r i u m ,   v o r z u g s w e i s e   E.  c o l i ,  

i s t .  

5 .  V e r w e n d u n g   des   P u s i o n s p r o t e i n s   n a c h   A n s p r u c h   1  o d e r   2 
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bzw.  de r   n a c h   A n s p r u c h   3  o d e r   4  e r h a l t e n e n   F u s i o n s p r o -  
t e i n e   zu r   H e r s t e l l u n g   des   P r o t e i n s ,   das  im  w e s e n t l i -  

c h e n   de r   A m i n o s ä u r e s e q u e n z   Z  e n t s p r i c h t ,   d u r c h   c h e m i -  

s c h e   o d e r   e n z y m a t i s c h e   S p a l t u n g .  

5 

6.  G e n s t r u k t u r ,   c o d i e r e n d   f ü r   e i n   F u s i o n s p r o t e i n   g e m ä ß  

A n s p r u c h   1  o d e r   2 .  

7«  V e k t o r ,   e n t h a l t e n d   e i n e   G e n s t r u k t u r   n a c h   A n s p r u c h   6 .  
1 0  

8.  P l a s m i d e   pEW  1000 ,   pK360 ,   p K 4 1 0 ,   pPH30,   p P H 1 0 0 ,   p K 3 7 0  
und  pKH101  . 

9.  W i r t s z e l l e ,   e n t h a l t e n d   e i n e n   V e k t o r   n a c h   A n s p r u c h   7 .  
15 

10.  H i r u d i n d e r i v a t e ,   g e k e n n z e i c h n e t   d u r c h   e i n e   A m i n o s ä u r e -  

f o l g e ,   d i e   N - t e r m i n a l   mi t   P r o ,   v o r z u g s w e i s e   m i t  
P r o - H i s   o d e r   P r o - T h r   b e g i n n t .  

20  11.  H u m a n - I L - 2 - D e r i v a t ,   das   C - t e r m i n a l   Asp  e n t h ä l t .  

\d .   P u s i o n s p r o t e i n   aus  H u m a n - I L - 2   und  H i r u d i n ,   das  s o w o h l  
I L - 2 - A k t i v i t ä t   a l s   auch   H i r u d i n - A k t i v i t ä t   z e i g t .  
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P a t e n t a n s p r ü c h e   G r i e c h e n l a n d :  

1.  P u s i o n s p r o t e i n ,   g e k e n n z e i c h n e t   d u r c h   e i n e n   C-  o d e r   N -  

t e r m i n a l e n   A n t e i l . ,   de r   im  w e s e n t l i c h e n   den  e r s t e n   1 0 0  

5  A m i n o s ä u r e n   von  I n t e r l e u k i n - 2   e n t s p r i c h t .  

2.  P u s i o n s p r o t e i n   de r   a l l g e m e i n e n   P o r m e l  

Met  -  X  -  Y  -  Z  o d e r   Met  -  Z  -  Y  -  X 

10  ( I a )   
'  

( I b )  

in  d e r   X  im  w e s e n t l i c h e n   d i e   A m i n o s ä u r e f o l g e   d e r   e t w a  

100  e r s t e n   A m i n o s ä u r e n   des   m e n s c h l i c h e n   I n t e r l e u k i n - 2  

b e d e u t e t ,   Y  e i n e   d i r e k t e   B i n d u n g   o d e r   e i n   B r ü c k e n -  

15  g l i e d   aus   g e n e t i s c h   c o d i e r b a r e n   A m i n o s ä u r e n   b e d e u t e t ,  

das   d i e   A b s p a l t u n g   d e r   A m i n o s ä u r e s e q u e n z   Z  e r m ö g l i c h t ,  

v o r z u g s w e i s e ,   b e n a c h b a r t   zu  Z,  Met ,   Cys ,   T r p ,   Arg  o d e r  

Lys  e n t h ä l t   o d e r   aus   d i e s e n   A m i n o s ä u r e n   b e s t e h t ,   i n s -  

b e s o n d e r e   b e n a c h b a r t   zu  Z  d i e   A m i n o s ä u r e s e q u e n z  

2 0  

Asp  -  P r o ,  

e n t h ä l t   o d e r   aus  d i e s e r   S e q u e n z   b e s t e h t   und  Z  e i n e  

S e q u e n z   aus   g e n e t i s c h   c o d i e r b a r e n   A m i n o s ä u r e n   i s i ; ,  

25  v o r z u g s w e i s e   von  e i n e m   P r o i n s u l i n   o d e r   e i n e m   H i r u d i n .  

3.  V e r f a h r e n   zu r   H e r s t e l l u n g   e i n e s   P a s i o n s p r o t e i n s   n a c h  

A n s p r u c h   1  o d e r   2,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  man  e i n e  

f ü r   d i e s e s   P r o t e i n   c o d i e r e n d e   G e n s t r u k t u r   in  e i n e r  

30  W i r t s z e l l e   e x p r i m i e r t   und  das   P u s i o n s p r o t e i n ,   v o r z u g s -  

w e i s e   d u r c h   Z e n t r i f u g a t i   on  von  den  l ö s l i c h e n  

P r o t e i n e n ,   a b t r e n n t .  

4.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   3,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   d a ß  

35  d i e   W i r t s z e l l e   e i n   B a k t e r i u m ,   v o r z u g s w e i s e   E.  c o l i ,  

i s t .  

5.  V e r w e n d u n g   des   P u s i o n s p r o t e i n s   n a c h   A n s p r u c h   1  o d e r   2  
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bzw.   d e r   n a c h   A n s p r u c h   3  o d e r   4  e r h a l t e n e n   F u s i o n s p r o -  

t e i n e   z u r   H e r s t e l l u n g   des   P r o t e i n s ,   das   im  w e s e n t l i -  

c h e n   d e r   A m i n o s ä u r e s e q u e n z   Z  e n t s p r i c h t ,   d u r c h   c h e m i -  

s c h e   o d e r   e n z y m a t i s c h e   S p a l t u n g .  

G e n s t r u k t u r ,   c o d i e r e n d   f ü r   e i n   F u s i o n s p r o t e i n   g e m ä ß  

A n s p r u c h   1  o d e r   2 .  

Y e k t o r ,   e n t h a l t e n d   e i n e   G e n s t r u k t u r   n a c h   A n s p r u c h   6 .  

P l a s m i d e   pEW  1000 ,   pK360 ,   p K 4 1 0 ,   pPH30,   pPH100 ,   p K 3 7 0  
und  pKH101  . 

W i r t s   z e l l e ,   e n t h a l t e n d   e i n e n   V e k t o r   n a c h   A n s p r u c h   7 .  
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' a t e n t a n s p r ü c h e   S p a n i e n   und  O s t e r r e i c h :  

I  .  V e r f a h r e n   zu r   H e r s t e l l u n g   e i n e s   F u s i o n s p r o t e i n s ,  

d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  man  in  e i n e r   W i r t s z e l l e  

e i n   Gen  e x p r i m i e r t ,   das   f ü r   e i n e n   C-  o d e r   N - t e r m i n a l e n  

A n t e i l   c o d i e r t ,   de r   im  w e s e n t l i c h e n   den  e r s t e n   1 0 0  

A m i n o s ä u r e n   von  I n t e r l e u k i n - 2   ( I L - 2 )   e n t s p r i c h t .  

1.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   1  ,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   d a ß  

das   Gen  f ü r   e i n   F u s i o n s p r o t e i n   der   a l l g e m e i n e n   F o r m e l  

k o d i e r t ,   in   d e r   X  im  w e s e n t l i c h e n   d i e   A m m o s a u r e i o i g e  

d e r   e t w a   100  e r s t e n   A m i n o s ä u r e n   des  m e n s c h l i c h e n  

I n t e r l e u k i n - 2   " b e d e u t e t ,   Y  e i n e   d i r e k t e   B i n d u n g   o d e r  

e i n   B r ü c k e n g l i e d   aus   g e n e t i s c h   c o d i e r b a r e n   A m i n o s ä u r e n  

b e d e u t e t ,   das   d i e   A b s p a l t u n g   der   A m i n o s ä u r e s e q u e n z   Z 

e r m ö g l i c h t ,   und  Z  e i n e   S e q u e n z   aus  g e n e t i s c h   c o d i e r -  

b a r e n   A m i n o s ä u r e n   i s t .  

3.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   2,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   d a ß  

Y,  b e n a c h b a r t   zu  Z,  Me t ,   Cys ,   Trp ,   Arg  o d e r   Lys  e n t -  

h ä l t   o d e r   aus   d i e s e n   A m i n o s ä u r e n   b e s t e h t .  

4.   V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   2,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

daß  Y,  b e n a c h b a r t   zu  Z,  d i e   A m i n o s ä u r e s e q u e n z  

e n t h ä l t   o d e r   aus   d i e s e r   S e q u e n z   b e s t e h t .  

5.  V e r f a h r e n   n a c h   e i n e m   o d e r   m e h r e r e n   der   v o r h e r g e -  

h e n d e n   A n s p r ü c h e ,   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  Z  d i e  

A m i n o s ä u r e s e q u e n z   von  e i n e m   P r o i n s u l i n   o d e r   e i n e m   H i -  

r u d i n   b e d e u t e t .  

Se t   -  X  -  Y  -  Z 

( I a )  

3 d e r  aet   -  z  -  i  -  x  

( I b )  

Asp  -  P r o ,  



0 2 2 7 9 3 8  

-  Z  -  H  OL  85/F  263 

V e r f a h r e n   n a c h   e inem  o d e r   m e h r e r e n   der   v o r h e r g e h e n d e n  
A n s p r ü c h e ,   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  das  F u s i o n s -  

p r o t e i n   d u r c h   Z e n t r i f u g a t i o n   von  den  l ö s l i c h e n  
P r o t e i n e n   a b g e t r e n n t   w i r d .  

V e r f a h r e n   n a c h   e inem  o d e r   m e h r e r e n   de r   v o r h e r g e h e n d e n  
A n s p r ü c h e ,   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  d i e   W i r t s z e l l e  
e i n   B a k t e r i u m   i s t .  

V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   7,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   d a ß  
d i e   W i r t s z e l l e   E.  c o l i   i s t .  

V e r w e n d u n g   d e r   nach   A n s p r u c h   1  b i s   8  e r h a l t e n e n  

F u s i o n s p r o t e i n e   zur   H e r s t e l l u n g   des  P r o t e i n s ,   das  im 
w e s e n t l i c h e n   de r   A m i n o s ä u r e s e q u e n z   Z  e n t s p r i c h t ,   d u r c h  
s h e m i s c h e   o d e r   e n z y m a t i s c h e   S p a l t u n g .  
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1 / 1 2  

(Accl)   (10)  (Sali)  



2 / 1 2  0 2 2 7 9 3 8  

114 Eco  RI 1  2 
(Ile)  Asp  Phe  Met  Ile  Thr  Thr  ( T y r )  

C  GAA  TTC  ATG  ATC  ACA  ACG  T 
TAG  CTT  AAG  TAC  TAG  TGT  TGC  ATA 

F I G . I a  

( P v u l )  
( 8 )  

(Acc l )  

( 3 M 5 M 7 M 8 )   Ligas£. 

EcoRI 

t g c _ /   Pvul 

Pvull 

Sa l i  
Hind  III 

F I G .   2  3  r \ \ j  
l A c c I   Thr  Stp  Stp 

m   2.Klenow-Polymerase  AT  ACT  mir  ,  cL]  TAA  TAG  AGC  T 

3-SacI  (Sac l )  

p U C 1 3   149£Vr-GATCCCC 
2.SmaI CTAGGGG 

(Smal) 
(pUC13) 

C 
TCGAG" 
(Sacl) (11) 

EcoRI 

(10M11) Ligase 

S m a l "  
Hinc  II 
Hind  III 

(1)  (2)  3  ^ -   ^  

Asp  Pro  His  Thr  Stp  Stp 
_GAT  CCC  CAT  ACT  , u i r /   cm  ™A  TAG  AGC  TC 
CTA  G£G__GTA  TGA  l H i r 4 ~ b ^   GTC  AT.C  TCG  AG"; 

( S m a D   l / ( n n   S a c l  
p K A O O  



3 / 1 2  0 2 2 7 9 3 8  

( 4 )  
2.  Sal  I 

Uhr)  stp 

CA  T G G - ( H i r 4 5 - 6 4 C  

(Kpnl)  (13) 

TAG  AGC  TCG 
ATC  TCG  AGC  AGC  T 

(Sali  ) 

(12)  1.  H i n r i ß  

ZKpn  I  
" F I G .   2 a  

tu  ,  ,  
ni  (2)  3 

Thr  Leu  Glu  Asp  Pro  His  Thr  (Gly) 
6  ACT  CTA  GAG  GAT  CCC  CAT  ACT  mir  ,  L7]  GGT  AC 
C  TGA  GAT  CTC  CTA  GGG  GTA  TGA  (Hl r4 -42)   

C 
( H i n d i )  (14) (Kpnl) 

1.  Eco  RI,  pa r i .  
(9)  2."Fill  in". 

3.  Sal  I 

113 
Thr 

d  114 
ir  Ile  Asp  (Leu) 
;G  ATC  GAA  TT 
SC  TAG  C.TT  AA 
3vu  1  (  Eco  R ' f )  

( p K 3 6 0 )  

TCGAC_ 
G 

( S a l i )  

(15) 

[3)  +  (13H14H15)  Ligase 

113 
Thr 

114 
Ile Asp  Leu  Thr  Leu  Glu 

[16) 

1  1  1-11?  i  Alb  ATC  GAA  TT'G  ACT  CTA  GAG  GAT  CCC  CAT  A n  ,L1  112)TGC  TAG  CTT  AAjC  TGA  GAT  CTC  CTA  GGG  GTA  TGA  (Hir  ^  

p K 4 1 0  



0 2 2 7 9 3 8  

t / 1 2  

p B R 3 2 2  
Bam  HI G 

"CCTAG 
GATCC 

G  (17) 

DdATP.dGTP.dTTP 
2)  S1-Nuc lease  

_GGAT 
CCTA 

ATCC 
TAGG" 

B1  C1G 
CC  T T T _ / R 7 _ r 1 r \   GGG 
GG  AAA  [til  UDJ  CCC 

(Hae  III)  (H 

( 1 8 M B )   L'gQse 

Bam  HI  B1  1 
'GGA  TCC'TTT  ,D7  P1K. r C C T A G G A A A ~ ( B 2 - C 1 5 )  

C16 
GGG  GG 
CCC  CC 

(Hae  III) 

(19) 

C16  Bam  HI 

GGG  GGA  TCC 
CCC  CCT  AGG" 

p P H 1   Tcs 

t  

Bam  HI 
Ddel  

C6 B1  C6 
GA  TCC  TTT  ( o n r ^   GAC  CC 

G  AAA  lüZ  LDJ  CTG  GGA  GT 

(Bam  HI)  ( D d e l )  

C9  A15 
T  CAG  GTG  /Mn  A1/,  CAG 

C  CAC  (L1U-A14'  GTC 

(Ddel)  (Pvu  II) 

F I G .   3  

(18) 

(20) 

(21) 

(22 )  

p B R 3 2 2  
Bam  HI 

Pvu  II 
G 
CCTAG 

CTG_ 
GAC (23) 
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5 / 1 2  

A16  A21  Stp  Stp 
CTG  GAG  AAC  TAC  TGC  AAC  TAA  TAG 
GAC  CTC  TTG  ATG  ACG  TTG  ATT  ATC  AGC  T 

(Pvu  Ii)  (Sali) 

(26) 

p U C 8  
Bam  M 

S a l i  
(Gly) 
6 
CCT  AG 
(Bam  Hl) 

TCGAC 
G 

(Sali) 
(27)  



b / l Z  

0 2 2 7 9 3 8  

UÖJ 
m a u  

hll  in  j 
bl lbA  I l b A l -  
CAGCT  AGCTG (29) 

J  Bam  HI 

Stp  Stp 
» C C ( B 1 - A 2 1 )   TAA  TAG  TCGA  m  

(Bam  HI)  ( S a l i " )  

F I G .   3 b  

p U C 9  
Sma  I Hind  III S a l i  

Afb  ALL  ATG  ATT  ACG  CCA  AGC  TTG  GCT  GCA  GGT  CGA  CG 
UM_ILGJAC_TAA_TGC_GGT  TCG  AAC  CGA  CGT  CCA  GCT  GCCTAG 

t  
EcoRI  |  (Bam  Hl) 

GGG  AAT  TCX  CTG  GCC  (31^ 
bCOKl 

bbb  AAI  ILA  Llb  b l l _  
CCC  TTA  AGT  GAC  CGG 

[ S m a l )  

i i n d l l l - M   fBamHI 

juj  +  i j u   Ligase 

d e l  

32 )  

(  
Bam  HI 

—  6 r r T   TCGAC  —   DdCTPdGTP  ,—  
GTCG  CGACGGATCC' 

CAGCT  G H   JdTTp  
b  

>  R A G C   GCTGCCTAGG~1 

(33)  2)  S  1  Nuclease  (34)  R  m  am  Hl 

_ b l l b   L 
CAGC  G~]  

(36) 

,  ii  ,  bTlü  GATCC 
1-Nuclease  pCAGC  G l  

35) 
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7 / 1 2  

F I G .   3 c  

(36)  
Ddel 

DHind  III 
2)  "Fi  II  in 
3)  Dde l  

Ser  Leu  Ala  Ala  Gly  Arg 
AGC  TTG  GCT  GCA  GGT  CGC  ( R l - m   CC  nQ» TCG  AAC  CGA  CGT  CCA  GCG  

101  lb)  
GGA  GT  (38) 

( 2 8 ) S q 1 L  
Ddel 

GGA  GT 
(Ddel) 

Stp  Stp 
T  CAG  ( r q _ A ? n   TAA  TAG 

c  n a   a z u   ATT  ATC  AGC  T (39) 

(Ddel) (Sal i)  

(9)  DAccI  2)"Fill  i n ;  
3)  EcoRI,  pari   rrn  P1 

113  114  r -^2_RL 

Thr  Ile  Asp  Phe  Met  Ile  Thr  Thr  Tyr 
AATTC  ATG(|L1_112)  ACG  ATC  GAA  TTC  ATG  ATC  ACA  ACG  TAT 

G  TACUU  "ZJ  W   TAG  C.TT  AAG  TAC  TAG  TGT  TGC  ATA 
(Eco  RI) Pvul 

EcoRI 

(3)+(38)+(39)+(40)Ü9Qse 

(40) 

Pvul  
-EcoRI  

@(3W3SM39) 
Ligase  /  

(9) 

D A c c I  
2)  "Fillin"B 
3)  Sa l i  

TATAC 
"ATATG 

(42)  I 

^ S a l l  
Hind  Hl 



8 / 1 2  

0 2 2 7 9 3 8  

F I G .   4  

.  ( S e r )  

,_.  1)  Taq  I  AA  TTC  AT6  m  «  19K*  T 

z T t o p f   6  TAC  AGC  (43)  

(EcoRI)  (Taql) 

(0)  1  2 
Ile  Ile  Ser  Thr  Leu  Asp  Pro  Thr  (Tyr) 

CG  ATC  ATC  TCT  ACC  CTG  GAC  CCG  ACG  T  / / / )  
TAG  TAG  AGA  TGG  GAC  CTG  GGC  TGC  ATA  1  ; 

(Taql)  (Accl)  

EcoRI 

( 4 3 H 4 4 H 3 H 5 )   L '9as£  



9 / 1 2  

0 2 2 7 9 3 8  

F I G .   5  

Eco  RI 
p U C 1 2   " s o T T  

.6  " 

CTTAA 
(EcoRI) 

C_ 
TCGAG 
(Sacl)  ( 4 6 )  

(6) 
EcoRI  AA  TTC  ATG 

95 
(Glu) 
GAG  CT 

S a c l  
hh  nu  hiu  [Ii  i n /   \  ÜAü  LI 

G  TAC  UL1  ^ '   C  M )  

(EcoRI)  „  M  ( S a c l )  
EcoRI 

(46)  +(47)  Ligase 

Smal 
-Sali  /Hinc  II 
-Hind  III 

(48) 

(9) 
1-Eco 

2.  Till  in" 
3.  Hind  III 

AA  TTC  ATG  ATC  ACA  f u i r 1 _ c M   TAA  TAG  /c  m   /0  ,  t  %  A 
TT  AAG  TAC  TAG  TGT  

{H,M  64)  
ATT  ATC  

(Sal  I}  "  (PstI  }  
TTCGA 

(EcoRI  )  (49)  (Hindill) 

(48) 
Sma  1^ 
Hind  III 

(49) 

95  96 

ULI  
iCJX_6A6j  CGG  G  A~~ 

Sacl  (Smal)  (Hind  III) (50)  

(49)  +  (50)  Ligase 

n j i   
^   Ala  Gin  Phe  Met  Ile  Thr 

i - S W   IIE  416  (1L1-96)  GCC  CCA  TTC  ATG  ATC  ACA  mir1  R „  @CTT  AAG,  TAC  u u   yüj  CGG  GGT  AAG  TAC  TAG  TGT  (H, r1"64)  

EcoRI 
p K 3 0 1  

(51) 



1 0 / 1 2  

0 2 2 7 9 3 8  

F I G .   5 a  

151) EcoRI.  AA  TTC  AT6  (Ii  i - g r i   @  GCC  CCA  TTC  ATG  ATC  ACA 
—  C.  TAT  liLI  3U'  rnn  rnr  AAr  Tip  TAT  TPT 
Hind  III G  TAC CGG  GGT  AAG  TAC  TAG  TGT 

(EcoRI) 

Stp  Stp 
- M i M - f i ^   TAA  TAG  TCG  TCG  ACC  T6G  AGG  GA 

vmr  D^  ATT  ATC  AGC  AGC  TGG  ACG  TCG  GTT  CGA (52) 

(2)  EcoRI 

Hind  III 
CTTAA 
(EcoRI)  

Sal i  
Hindi 

AGCTT 
A 

(Hindin) 

Ps t l  (Hindlll) 

(53) 

(52)  +(53)  L igase  
EcoRI 

tat  [  / S a c l  

(54) 

% \   Sall/H'incil 

P s t l  

find  III 



1 1 / 1 2  

0 2 2 7 9 3 8  

(41) EcoRI/Hind  M 

"RH  in" 

F I G .   6  

A£  I E   4 S   ALC  £fA  ACG  TAT  AGC  TTG  GGT  6CA  GGT  CGC 
TT  AAG  TAC  TAG  TGT  TGC  ATA  TCG  AAC  CGA  CGT  CCA  GCG" 
(EcoRI")  

MB1-A21)   ™   TAG  TCG  Acc  TGC  AGC  CAG  CT 
AAT  A  TtC_AGC_J  G  GACGTCG  GTC  GA  ( 5 5 )  

Sall/HincII  Pstl  (Hind  DI") 

S m a l  (48)  M i   
^  

P h o s p h a t a s e  
95  96 

r—  ( IL1-94)   GAG  CTC  GCC  C 
,CTC  GAG,  CGG  G 

Sacl  (Srnal)  

( p U C 1 2 )  

GG  GGA  TCC 
CC.CCT  A6G, 

Bam  HI 
(Smal)  

(56)  

EcoRI 

(55)  +  (56)  Ligase 
Sacl 
/ S r n g r / E c o R I "  

Hind  III 

^ L S a l l / H i n c I I  
A ^ f s t l  

X ^ H i n d l i r / S m a r  
V - B a m   HI 
v S a l I / H i n c I I  

P s t l  



2 / 1 2  

[57) 
Eco  RI  

b 
Hind  III 

EcoRI  {  IL1-96)  —  Y—  (B1-A21) -  

N ü . ö a  

find  III  (58) 

Y= 

Ala  6ln  Phe  Met  Ile  Thr  Thr  Tyr  Ser  Leu  Ala  Ala  Gly  Arg 
GCC  CAA  TTC  ATG  ATC  ACA  ACG  TAT  AGC  TTG  GCT  GCA  GGT  CGC 
CGG  GTT  AAG  TAC  TAG  TGT  TGC  ATA  TCG  AAC  CGA  GGT  CCA  GCG 
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w a n d f r e i   g e g e b e n   i s t .  
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Wir  b i t t e n   d e s h a l b ,   d i e   b e r i c h t i g t e n   F i g u r e n   dem  D r u c k   de r   v e r -  
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g r u n d e z u l e g e n .  
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Sal i  (Acc l )  
r S s t l ( S a c l )  F I G . l  

EcoRI 

(6)  

Accl 

•Xbal 

l A c c ^  
2 .Sal I  

1  3 
Thr 

ATACT 
Stp  Stp 
TAA  TAG  AGC  TCG 

TGA  lHir4  b4J  ATT  ATC  TCG  AGC  AGCT 

( A c c l )  (5) (Sali) 

tEcoRI  
r 

ZPvuI  113 
Met  Thr  . 

CT  AGA  ATG  (lL1_i12)  ACG  AT  m  
T  TAC  u u   IIZ)  TGC  } n  

(EcoRI)  A1L2  (Pvul) 
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114 EcoRI 
2 / 1 2  

1  2 
Thr  Thr  ( T y r )  (Ile)  Asp  Phe  Met  Ile  Thr  Thr  (Tyr 

C  GAA  TTC  ATG  ATC  ACA  ACG  T 
TAG  CTT  AAG  TAC  TAG  TGT  TGC  ATA 

F I G . I a  

( P v u l )  
( 8 )  

(Accl )  

EcoRI 

( 3 M 5 M 7 M 8 )   k ! 9 £ ! £  

Pvul 
/ ^ E c o R I  

PvuII 

^ l / ^ V / ^ t C O K l  

60  ^ H - S a l l  

a ^ / /   —   Hind  III 

3  F I G .   2  
1.  Accl  Thr  Stp  Stp 

m   2.Ktenow-PolymerQse  AT  ACT  mir  ,  _fi , ,   TAA  TAG  AGC  T 

3-  Sacl  
,  (Sac l )  
(10)  [  ' 

p U C 1 3   1 4 ^ - G A T C C C C  
2.SmaI  rrTÄRRRn CTAGGGG 

(Smal) 
(pUC13) 

C 
TCGAG" 
(Sacl) (11) 

EcoRI 

(10)  +01) Ligase 
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